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In  vitro,  embryonic  stem  (ES)  cells,  which  are  derived  from  the  inner  cell  mass  of  mammalian 
blastocysts, have the ability to remain in an undifferentiated state for an infinite period of time while 
maintaining  pluripotency  and  the  capability  to  differentiate  into  cells  of  all  three  germ  layers. 
Generation of pluripotent cells can also be achieved by epigenetic  reprogramming of somatic cells 
either by nuclear cloning, fusion with ES cells or lately by retrovirus‐mediated introduction of defined 
factors  (Oct‐3/4, Sox2, Klf4 and c‐Myc), which enables  the generation of  induced pluripotent stem 
(iPS) cells that are indistinguishable from ES cells.  
In the mouse ES cells are widely and successfully used to generate gene targeted animals but in the 
rat  this was until very  recently not possible because of  the absence of germline competent  rat ES 
cells. Therefore,  the newly developed  iPS  cell  technique provides a  feasible approach  to establish 
pluripotent  stem  cells  from  rat  fibroblasts,  cells  that  could  be  further  used  for  the  generation  of 
targeted rats.  
The  aim  of  this  thesis was  to  reprogram  rat  embryonic  fibroblasts  to  rat  iPS  cells  by  introducing 
defined factors. In addition,  in this work we tried to optimize the  iPS technique to reprogram gene‐
targeted rat knock‐out fibroblasts to iPS cells which can be used to generate gene‐targeted rats. 
Embryonic  rat  fibroblasts were  reprogrammed using either  four  (Oct‐3/4, Sox2, Klf4 and c‐Myc) or 
three factors (Oct‐3/4, Sox2 and Klf4). The established rat iPS cells were characterized by karyotyping 
and  testing  the expression of  typical markers  for pluripotency: alkaline phosphatase  (AP), Oct‐3/4 
and SSEA‐1. In a next step the differentiation potential of the generated rat iPS cells was examined by 















Embryonale  Stammzellen  leiten  sich  aus  der  inneren  Zellmasse  von  Säugetierblastozysten  ab.  Sie 
zeichnen sich durch die Fähigkeit aus,  in vitro  für unbegrenzte Zeit  ihren undifferenzierten Zustand 























überprüft: Die  Ausbildung  embryoähnlicher  Zellaggregate,  sogenannter  „embryoid  bodies“,  die  in 





































































































and Rossant,  2005; Wobus  and Boheler,  2005).  Stem  cells  can  be  found  in  embryos,  fetuses  and 
adults. 



























example  stage‐specific  embryonic  antigen‐1  (SSEA‐1),  a  specific  cell  surface  antigen  (Solter  and 
Knowles,  1978),  and  octamer‐binding  transcription  factor–3/4  (Oct‐3/4),  a  germ  line‐specific 








gates  (embryoid body, B)  into differentiated cell  types of all  three primary germ  layers. Differentiated cell  types  labelled 
with  tissue‐specific antibodies are  shown: C:  cardiomyocytes  (titin  Z‐band epitope). D:  skeletal muscle  (titin  Z‐band epi‐
tope). E: smooth muscle  (smooth muscle‐actin). F: neuronal  (βIII  tubulin). G: glial  (glial  fibrillary acidic protein, GFAP). H: 




mES cells which were cultivated  in vitro  lead  to  teratoma  formation when  injected subcutaneously 
into the flank of SCID (severe combined immunodeficiency disorder) mice. The teratomas consist of 
different cell types representing all three germ layers (Wobus et al., 1984). 
In  vivo,  mES  cells  participate  in  the  development  of  an  embryo  after  morula  aggregation  or 
reintroduction  into an unrelated blastocyst  (Wobus et al., 1984). Due  to  their epiblast origin, mES 
cells  rarely  contribute  to  the  extraembryonic  endoderm  and  the  trophoblast  (Beddington  and 
Robertson, 1989). 






a  high  nucleus‐to‐cytoplasma  ratio  and  growth  as  tightly  packed  aggregates.  Both  were 
morphological  characteristics  of  undifferentiated  cells  (Wobus  and  Boheler,  2005).  rES‐like  cells 
express AP,  SSEA‐1  and Oct‐3/4,  even  after  transfection,  selection,  cryopreservation  and  thawing 
(Demers et al., 2007). AP, SSEA‐1 and Oct‐3/4 are typical markers of undifferentiated embryonic stem 
cells.  In  suspension,  rES‐like  cells  form  cystic  structures,  known  as  EB, which  develop  several  cell 
layers  reminiscent  of  the  early  embryo.  Injected  into  SCID  mice,  rES‐like  cells  form  teratomas 
containing  differentiated  cells  and  tissues  belonging  to  all  three  germ  layers  (Iannaccone  et  al., 
1994). After blastocyst injection of rES‐like cells and embryo transfer, the cells are able to contribute 
to  functional extraembryonic  tissues during development  (Demers et al., 2007). However,  rES‐like 





producing  chimeric  rats.  The  cells  show  the  same  morphology  in  culture  as  pluripotent  mouse 
embryonic  stem  cells.  Long  term  stable  culture  conditions  for  these  cells  have  been  established. 
When cultivated, they maintain a normal karyotype. rES cells are positive for SSEA‐1 and Oct‐3/4, but 
negative for AP activity. The cells published by Ueda et al. are able to form EB and to differentiate 
into a wide variety of cell  types of  the  three germ  layers.  In vivo,  rES cells are capable of  forming 
teratoma after  transplantation  into SCID mice but  the  tumors contained only cells  from  two germ 
layers –  the endoderm and  the mesoderm. The  cells are  capable of producing  chimeric  rats after 
blastocyst  injection, but were not able to reconstitute the germ  line. Further  investigations have to 
be done,  firstly  to  see  if  these  results are  reproducible  in  independent  repeated experiments and 
secondly to test  if  it  is possible to generate a germline chimera, which  is a criterion for considering 
these cells pluripotent. 
Recently, Buehr et al. (2008) have reported the successful generation of rat ES cells. These rES were 
cultivated  in medium  containing  inhibitors of  signals, which  initiate  loss of pluripotency and entry 
into differentiation. Therefore  they  combined either  three  inhibitors  (3i),  targeting  FGF  (fibroblast 
growth  factor)  receptor, mitogen‐activated  protein  kinase  (MEK)  and  glycogen  synthase  kinase‐3 








cell  type  of  the  body,  and  offer  therefore  the  possibility  to  be  used  as  a  source  for medical  and 
therapeutic indications, e.g. treatment of degenerative diseases. 
Authentic ES cell lines are able to colonize the germ line, exist only in mice and chicken (Keefer et al., 




In the  following sections the three most widely used methods  for  inducing nuclear reprogramming 
are described. 
2.1. Reprogramming by nuclear transfer 















They  showed  that  the  fusion  of  HeLa  cells  ‐  a  cell  line  derived  from  cervical  cancer  cells  from 
Henrietta  Lacks  ‐  with  Sendai  virus  was  able  to  activate  erythrocytes  (Harris,  1965;  Harris  and 
Watkins, 1965; Harris et al., 1965). Subsequently Miller et al. (1976) demonstrated that thymocytes 




These  results  lead  to  the  assumption  that  ES  cells  contain  factors  which  induce  pluripotency  in 
somatic  cells.  It  is  still  controversial whether  these  factors  are  localised  in  the  nucleus  (Do  and 
Scholer, 2004) or  in  the cytoplasm  (Strelchenko et al., 2006) of ES cells. However, pluripotent cells 
generated  by  fusion  of  somatic  cells  and  ES  cells  contain  both  somatic  cells  and  ES  cell‐derived 
chromosomes. Matsumura et al. (2007) developed a system to circumvent this problem by removing 
whole chromosomes from tetraploid cells. 









Takahashi  et  al.  (2006)  hypothesized  that  reprogramming  factors  largely  overlap  with  those 
















































Somatic cells can be  reprogrammed by  transferring  their nuclear contents  into enucleated oocytes 
(Wilmut et al., 1997) or by fusion with ES cells (Tada et al., 2001). This indicates that unfertilized eggs 
or  ES  cells  contain  factors  that  are  able  to  confer  pluripotency  to  somatic  cells.  Takahashi  and 
Yamanaka (2006) (Takahashi and Yamanaka, 2006) hypothesised that a factor that plays a pivotal role 
in  the  maintenance  of  ES  cell  identity  could  also  play  an  important  role  in  the  induction  of 
pluripotency in somatic cells. 
They  selected 24  genes, which were  known  to be  involved  in  the maintenance of pluripotency  in 
early embryos and ES cells. To evaluate these 24 genes, they developed an assay system in which the 
induction  of  the  pluripotent  state  in  the  reprogrammed  somatic  cells  could  be  detected  as  a 
resistance to G418 (Geneticin), an aminoglycoside antibiotic. To do so, they inserted a βgeo cassette, 








All  24  candidate  genes  were  introduced  into  mouse  embryonic  fibroblasts  (MEFs)  by  retroviral 
transduction  (Morita  et  al.,  2000)  and  the  cells were  then  cultured  in  ES  cell medium  containing 
G418. G418‐resistant colonies were generated and some of them exhibited morphology similar to ES 
cells, including a round shape, large nucleoli and scant cytoplasm (Fig. 5A). 
Reverse  transcription  PCR  (RT‐PCR)  analysis  showed  that  these  iPS  colonies  expressed  ES  cell 
markers,  e.g.  Oct‐3/4  and  Nanog.  However  the  iPS  colonies  showed  different  DNA  methylation 
patterns  compared  to ES  cells  (Fig. 6A). To determine which of  the 24  candidates were  critical  to 
induce reprogramming in MEFs, they examined the effect of the withdrawal of one individual factor 
from  the  pool  of  the  24  genes.  They  therefore  infected MEFs  twenty‐four  times  always  using  24 
factors minus  1  individual  factor.  G418‐resistant  colonies were  not  formed when  either  Oct‐3/4 
(factor 14), Sox2 (factor 15) or Klf4 (factor 20) was removed. Removal of c‐Myc (factor 22) resulted in 
colonies with a  flatter, non ES cell‐like morphology  (Fig. 5B). The  introduction of  these  four genes 
resulted in the formation of G418‐resistant colonies. This data indicated that Oct‐3/4, Sox2, Klf4 and 
c‐Myc were necessary for the generation of iPS cells from MEFs. 
RT‐PCR analysis  revealed  that  the  iPS cells generated by  the  introduction of  the  four genes  (iPS‐4) 
expressed the majority of the marker genes for pluripotency. Furthermore the colonies were positive 
for AP, SSEA‐1 and showed a high telomerase activity. They examined the pluripotency of iPS‐4 cells 
in vivo by teratoma formation after  injection  into nude mice and  in vitro by EB formation (Fig. 5D). 








from  iPS‐4 cells. D)  Immunostaining confirming  the  in vitro differentiation  into all  three germ  layers, mesoderm  (smooth 








Oct‐3/4, Sox2, Klf4 and c‐Myc, were able  to  induce pluripotent cells  from adult mouse  fibroblasts. 






colonize the germ  line, the frequency of  iPS cell derivation was  low and the global gene‐expression 
patterns and DNA methylation status were not identical to ES cells. 
In later experiments, selection for Nanog or Oct‐3/4 expression instead of Fbx15 expression resulted 


















In parallel, human  iPS cells were generated  from human somatic cells using  the same  factors, Oct‐




of human  fibroblasts with only  two  factors, Oct‐3/4 and Sox2. This  is an  important step  toward an 
improved safety in therapeutically application of reprogrammed cells, caused by the absence of the 
two oncogenes c‐Myc and Klf4 (Huangfu et al., 2008b). 
Brambrink  et  al.  (2008)  devised  a  reprogramming  strategy  using  doxycycline‐inducible  lentiviral 
vectors, which allows a controlled expression of all four transgenes. Furthermore, they showed that 
the virally  transduced cDNA  (complementary DNA) needed  to be expressed  for at  least 12 days  in 
order to generate murine iPS cells. 
Recently it was demonstrated, that the generation of mouse iPS cells is possible without viral vectors. 
Okita  et  al.  (2008)  established  a  method,  in  which  repeated  transfection  of  a  single  plasmid 
containing Oct‐3/4, Sox2 and Klf4, together with a c‐Myc expressing plasmid is sufficient to generate 
iPS  cells without  evidence  of  plasmid  integration.  This  could  be  an  important  step  toward  future 
application of iPS cells in regenerative medicine and other clinical usage. 
3.2. Factors 














blastomeres,  the  ICM  and  the  epiblast  of  the  egg  cylinder,  and  to  primordial  germ  cells  at 
gastrulation. Postnatally the expression of Oct‐3/4  is limited to growing oocytes and spermatogonia 
(Scholer  et  al.,  1989).  Oct‐3/4‐deficient  embryos  die  in  utero  at  pre‐implantation  developmental 
stages  (Nichols  et  al.,  1998).  In  vitro  cultivation  of  the  ICM  derived  from  these Oct‐3/4‐deficient 
embryos leads to differentiation into trophoblast, whereas the overexpression of this protein causes 
differentiation into primitive endoderm and mesoderm (Niwa et al., 2000). 
Summarized, Oct‐3/4  plays  an  important  role  both  in  the  derivation  and maintenance  of  ES  cells 
(Pesce et al., 1998). 
3.2.2. Sox2 
Sox2  is an abbreviation  for sex determining  region Y  (SRY) box 2. Sox2  is a SRY‐related HMG  (high 









either  as  a  tumor  suppressor  or  an  oncogene  due  to  differences  in  cell  context  and  expression 
patterns of other genes (Evans and Liu, 2008). Klf4 cooperates with Oct‐3/4 and Sox2 to activate the 






part  in  a  broad  variety  of  cellular  functions,  its  target  genes  participate  in  cell  cyle,  survival  and 
protein synthesis (Dang et al., 2006) and c‐Myc is thought to modify chromatin structure (Knoepfler 
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iPS  cells  established  by  the  selection  of  Fbx15  expression  and  subsequently  G418‐resistance 
exhibited  similar  characteristics  to  ES  cells,  but  they  show  differences  with  regards  to  gene 













Meissner  et  al.  (2007)  demonstrated  that  reprogrammed  pluripotent  cells  can  be  isolated  from 
somatic cells solely based upon morphological criteria, without drug selection. 
3.3.2. c‐Myc is dispensable for reprogramming 
Beside  the  function  of  c‐Myc  as  an  important modulator  of  cellular  functions,  c‐Myc  acts  as  an 
oncogene.  In  the  context  of  reprogramming,  reactivation  of  the  c‐Myc  retrovirus  increases 
tumorigenicity  in  the  chimeras  and  progeny mice  (Okita  et  al.,  2007). Wernig  et  al.  (2007)  and 
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Nakagawa et al. (2007) demonstrated the generation of induced pluripotent stem cells with Oct‐3/4, 




all  three  germ  layers  and  generated  chimeras  after  injection  into  blastocysts.  Nevertheless  the 
reprogramming  process without  c‐Myc was  delayed  and  less  efficient,  but  led  to  a more  specific 
induction of MEFs to iPS cells. 
Nakagawa et al.  (2007) also succeeded  in generating human  iPS cells from adult dermal fibroblasts 
without c‐Myc. 
Summarized,  reprogramming  somatic  cells  to a pluripotent  state by Oct‐3/4,  Sox2 and Klf4  in  the 





Huangfu  et  al.  (2008)  demonstrated  that  VPA,  a  histone  deacetylase  inhibitor,  enables 
reprogramming  of  human  fibroblasts with  only  two  factors, Oct‐3/4  and  Sox2.  Furthermore,  VPA 
increases  the  efficiency  of  reprogramming  human  fibroblasts  to  pluripotent  stem  cells.  The  two‐
factor  induced  human  iPS  cells  (hiPS‐2) were morphologically  similar  to  human  ES  cells.  This was 
confirmed by positive staining for AP and immunofluorescence staining for pluripotency markers, e.g. 
Nanog,  Sox2  and Oct‐3/4.  RT‐PCR  analysis  showed  that  expression  levels  of  pluripotency marker 
genes  in hiPS‐2 were similar  to  those of human ES cells.  In vitro differentiation potential of hiPS‐2 
cells was confirmed by  their ability  to  form EB and subsequent differentiation  in derivatives of  the 
three germ layers. Furthermore the hiPS‐2 cells formed teratomas after injection into SCID mice. The 
teratomas contained tissues originating from the three germ layers. 




faster  than  other  cell  types.  However  these  reprogrammed  cells  remain  in  a  state  close  to  full 
pluripotency, as demonstrated by the lack of a stable expression of endogenous Oct‐3/4 and Nanog, 
the lack of epigenetic erasure of X chromosome silencing in female cells and the inability to generate 
chimeras.  The  authors  developed  a  system,  which  blocks  the  signals  that  initiate  the  loss  of 
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pluripotency and  the entry  into differentiation  in  the embryo. Their protocol consists  in combining 
two inhibitors (2i) of MEK signalling and GSK3 with the self‐renewal cytokine LIF. The 2i/LIF condition 
allowed  the  partly  converted  neural  stem  cells  to  complete  the  transition  efficiently,  as 
demonstrated  by  stable  up‐regulation  of Oct‐3/4  and Nanog,  reactivation  of  the  X  chromosome, 






A major  risk and  limitation of  reprogramming  is  the use of potentially harmful genome‐integrating 
viruses, which can lead to tumour formation due to spontaneous reactivation of the viral transgenes. 
Stadtfeld  et  al.  (2008)  generated  iPS  cells  by  using  a  non‐integrating  adenoviruses  transiently 
expressing  Oct‐3/4,  Sox2,  Klf4  and  c‐Myc.  iPS  cells  generated  in  that  manner  showed  DNA 
demethylation patterns similar to ES cells, express endogenous pluripotency genes, form teratomas 
and  contribute  to  multiple  tissues,  including  the  germ  line,  in  chimeric  mice.  The  efficiency  of 
deriving iPS cells is lower than that obtained with integrating viruses. This is probably due to the fact 
that many cells do not maintain the viral expression long enough to induce complete reprogramming 






the  three  factors Oct‐3/4,  Klf4  and  Sox2  into  a  plasmid  vector  and  in  addition,  they  constructed 
another plasmid to express c‐Myc. Repeated transfection of these two plasmids into MEFs resulted in 
iPS cells without evidence of plasmid  integration. To confirm  their pluripotency,  the  iPS cells were 
injected  into nude mice. All clones gave  rise  to  teratomas containing different  cell  types  including 
cells derived  from all three germ  layers. After  injection the  iPS cells  into blastocyst, adult chimeras 
were generated.  It  remains  to be  tested, whether virus‐free  iPS cells are germ  line‐competent and 
whether they can be generated from adult somatic cells. 








Nowadays  the mouse and  the  laboratory  rat belong  to  the  central experimental animal models  in 
several fields of biomedical research.  
The mouse  is  by  far  the most  studied model  organism  due  to  the  establishment  of  germ  line‐
competent  ES  cells,  which  can  be  modified  by  gene‐targeting  via  transfection  with  modified 




On  the other hand  the  rat  is one of  the most  studied animal model organism  for human diseases 
such  as  cardiovascular  diseases,  infectious  diseases,  cancer  and  is  used  as  a  model  for  aging, 
autoimmunity,  transplantation  biology,  industrial  toxicology,  pharmacology,  behavioural  and 
addiction studies (Gill et al., 1989). The size of the rat  is regarded as advantageous over the mouse 
model. 
In  2004  the  rat  joined  the  mouse  and  human  as  the  third  mammal  whose  complete  genome 
sequence has been determined (Gibbs et al., 2004). The analysis of the genome sequences showed 
an  enrichment  of  genes  involved  in  immunity,  metabolic  detoxification  and  reproduction  and 
conservation of genes  involved  in human diseases  (Gibbs et al., 2004).  Furthermore  the  rat has a 
higher  genetic diversity  compared  to  the mouse  (Canzian, 1997), which  leads  to  a more  accurate 
representation of human pathologies due to the possibility to overcome species‐specific factors. 
Until today  it was not possible to generate knock‐out rats by  inducing HR  in ES cells. An  important 
step in this direction was recently achieved by the group of Austin Smith with the generation of the 
first rES cell (see also section 1.2.1.).  In this publication Buehr et al. (2008) showed that 2i/LIF cells 





In  1984 Bradley  et  al.  demonstrated  the  capacity  of murine  ES  cells  to  colonize  the  germ  line  of 
mouse chimeras produced by blastocyst  injection. This opened  the possibility  to generate  targeted 
mutations in the mouse germ line. Three years later the first targeted mutation could be introduced 
into  ES  cells  in  culture  by HR  (Thomas  and Capecchi,  1987).  The  first  genetically modified mouse 
produced by using gene‐targeting via HR in ES‐cells was finally born in 1989 (Thompson et al., 1989). 
A  targeting  vector  containing  the  requested  mutation  and  a  marker  flanked  by  sequences 
homologous  to  the  genomic  target  is used  to  introduce  a desired mutation  into  the  germ  line of 
mice. The vector is introduced into an ES cell line by transfection. The introduced vector pairs with its 
homologues  chromosomal  DNA  sequence  and  the  mutated  sequence  replaces  the  wild‐type 
sequence by HR. These altered ES cells are  injected  into wild‐type blastocysts and  transferred  into 
recipient mice. The resulting chimera may be identified by coat colour or reporter genes, e.g. green 
fluorescent protein (GFP) gene (Gagneten et al., 1997). 
To  verify  the HR and eliminate ES  cells, which underwent  random  insertion, positive  selection  for 
purposeful  integration  for  the  targeting vector can be combined with an additional marker, which 
selects against ES cells carrying randomly  integrated vectors (called negative selection).  In this case 
the  targeting vector  contains  the positive marker within  the  region of homology and  the negative 
marker outside  the homologous DNA. The most commonly‐used positive marker  is  the prokaryotic 
neomycin  phosphotransferase  (neo)  gene  which  leads  to  resistance  against  neomycin  and  its 
analogue G418. The herpes simplex virus thymidine kinase gene (HSV‐tk) is the current marker used 
for negative selection.  It converts nucleoside analogues such as ganciclovir  into metabolites, which 









several species such as cow  (Sendai et al., 2006), sheep  (McCreath et al., 2000), and pig  (Lai et al., 
2002). First the genome of a somatic cell has to be genetically modified and then the nucleus of this 
cell is used as donor and injected into an enucleated oocyte. The resulting embryo is then implanted 
into  the  uterus  of  a  pseudopregnant  female  and  the  reconstructed  embryo  can  develop  to  an 
offspring. However several  limitations remain, e.g.  low homologous efficiency, mixed population of 





nucleus  of  these  cells  was  then  used  as  donor  for  the  injection  into  enucleated  oocytes.  After 
activation  and  subsequent  transfer  to  the oviduct of  a  foster mother,  the  reconstructed  embryos 
should develop to a chimeric rat. Unfortunately during this project  it was only possible to generate 
knock‐out  (KO)  fibroblasts  by  HR,  but  no  chimeric  rat  could  be  established  because  of  technical 
troubles with NT. 
4.3. Reprogramming and knock‐out rats 
Reprogramming of  somatic  cells,  as described  in  the  chapter 3, offers  a new  ES  cell  independent 
technique to generate knock‐out animals, which we hope to be able to successfully adapt to the rat. 
Two  possible ways  to  generate  transgenic  rats  by  reprogramming  are  conceivable.  The  first  one 




The genetically modified riPS cells are then  injected  into a blastocyst  in order to obtain a knock‐out 
germline chimera, which could generate knock‐out or knock‐in offspring. This  technique resembles 
the method of HR in somatic cells and subsequent nuclear transfer. However, the main advantage of 
the  reprogramming  of  somatic  cells  is  the  fact  that  the  use  of  oocyte  to  induce  pluripotency  in 
somatic  cells  is  not  anymore  necessary.  Nevertheless,  blastocysts  are  still  necessary  to  generate 


















‐ EB  formation,  in  vitro  differentiation  and  teratoma  formation  in  order  to  verify  their 
differentiation potential 























































• The methods are generally described.  If nothing else noted means that  the same protocols 
for the three and four factors cells were used. 
• In  the  following pages  the  term  fibroblasts  is always used  to define embryonic  fibroblasts 




















































































































































starting with  inactivation,  fresh mitomycin medium was prepared: 2ml PBS were  injected  into  the 
mitomycin bottle to yield 1mg/ml and added to 200ml rFP‐medium. The medium was removed and 
7ml mitomycin containing medium were added. The cells were  incubated for 2hs at 37°C. After the 
incubation  the medium was aspirated  from  the plates and  the cells were washed  three  times with 
15ml PBS. Afterwards 7ml 1xtrypsin was added to the cells and incubated at 37°C for 3min. The cells 
were  then  resuspended  in SNL‐medium and distributed  to  two 50ml  tubes. Aliquots of 10µl were 














15min  and  the  supernatant  was  decanted.  The  DNA  isolation  steps  were  achieved  with  the 
QIAfilterTM Plasmid Maxi Kit according to the QIAfilter Plasmid Maxi® protocol. At the end the DNA 
was eluted in 500µl water and stored in Eppendorf tubes at ‐20°C. 
For quantifying  the  concentration of DNA, 5µl DNA  from Maxi preparations were diluted  in 495µl 
















Day  3:  The  Plat‐E  cells  have  reached  a  confluence  of  about  80‐90%  and  they  were  ready  for 
transfection.  1.2ml  of  DMEM  was  distributed  into  four  Eppendorf  tubes  and  27µl  of  Fugene  6 
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transfection reagent was added, mixed carefully by  finger tapping and  incubated  for 5min at room 
temperature. After  incubation, 9µg of pMXs plasmid DNA (encoding Oct‐3/4, Sox2, Klf4 and c‐Myc) 
was  delivered  drop‐by‐drop  to  the  Fugene  6‐DMEM  solution, mixed  gently  by  finger  tapping  and 








Day  5:  The  virus‐containing medium was  collected  from  the  Plat‐E dishes using  sterile disposable 
syringes,  filtered  through 0.45µm pore  size cellulose acetate  filters and  transferred  into  four 15ml 
tubes  (one tube for each factor). Afterwards 5µl of 8mg/ml polybrene solution was added  into the 
filtrated medium  and mixed  carefully  by  pipetting  up  and  down. A mixture  of  equal  parts  of  the 






















When  the  cells  reached a  confluence of about 70%,  they were  split 1:1  in a 35mm dish and  then 





210g  for  4min.  The  supernatant  was  removed  and  the  pellet  was  resuspended  in  the  required 
amount of  iPS‐medium, depending on  the diameter of  the used dishes. The medium was removed 





5min  long  incubation  at  37°C,  the  cells  had  detached.  They were  then  resuspended  in  4ml  SNL‐
medium by pipetting up and down and  transferred  in a 15ml  tube containing 5ml of SNL‐medium. 
The solution was centrifuged for 4min at 210g. The pellet was resuspended  in  iPS‐medium and the 
cells  were  transferred  1:2  to  1:10  (depending  on  growth  rate)  in  feeder  dishes.  The  cells  were 
cultivated at 37°C, 5% CO2, 95% rH. 
 
  96well  24well  35mm  60mm  100mm  T75 
Feeder  2x106  2.4x106  0.4x106  1x106  3x106  3x106 
iPS‐medium LIF  200µl/well  500µl/well  2ml  5ml  10ml  15ml 




trypsin  was  added  and  the  cells  were  incubated  for  5min  at  37°C.  Afterwards  the  cells  were 
resuspended  in  SNL‐medium  (1.5ml  for  35mm  dishes,  4ml  for  60mm  dishes)  by  pipetting  up  and 
down  and  added  to  8ml  (for  35mm  dishes)  or  5ml  (for  60mm  dishes)  SNL‐medium.  The  cell 
suspension was  centrifuged  for  4min  at  210g  and  the  supernatant was  removed.  The  pellet was 
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resuspended  in  the  freezing medium,  using  1ml  freezing medium  per  cryotube  and  aliquoted  in 
cryotubes. The cells were  immediately stored one to five days at  ‐80°C and then transferred  in the 
liquid nitrogen tank. 
5. Electroporation pEGFP‐N3 
The  riPS‐cells  were  electroporated  with  EGFP  to  see,  if  the  reprogrammed  cells  can  still  be 




were  inoculated  with  bacteria  containing  pEGFP‐N3  out  of  a  glycerol  stock.  The  solution  was 
incubated overnight at 37°C shaking at 210rpm. 
The  day  after  the  300ml  cultures were  centrifuged  at  2057g  for  15min  and  the  supernatant was 
decanted. The pellets was resuspended with 10ml P1 Buffer and transferred  in one 50ml tube. The 
following  steps  were  achieved  with  the  QIAfilterTM  Plasmid  Maxi  Kit  according  to  the  QIAfilter 
Plasmid Maxi® protocol. At  the  end  the DNA was  eluted  in 500µl water  and  stored  in  Eppendorf 
tubes at ‐20°C. 
For  quantifying  the  concentration  of DNA,  5µl DNA  from Maxi  preparations was  diluted  in  495µl 
water  (1:100)  and  the  absorption  of  UV  light  was  measured  with  a  spectrophotometer  at 
260/280nm. The concentration amounts to 2.3µg/µl. 
5.2. Linearization of pEGFP‐N3 




















The cells were washed with 5ml PBS and  trypsinised during 5min  in  the  incubator. Afterwards  the 
cells  were  resuspended  in  9ml  SNL‐medium  and  centrifuged  at  210g  for  5min.  The  pellet  was 
resuspended  in 10ml PBS and  in order to determine the cell density 10µl suspension was removed 
and counted using a counting chamber. The cell suspension was again centrifuged for 5min at 210g 



















The pEGFP‐N3  vector  carries  a neomycin  resistance  cassette  and  therefore G418  can be used  for 













All  the  clones,  four  and  three  factors, were  tested with PCR  in order  to  analyse  if  the  factors  for 
reprogramming can be amplified. Confluent 35mm dishes were washed once with 2ml PBS and 500µl 
of 1x trypsin was added. The cells were incubated at 37°C for 5min. Then the cells were resuspended 
in  9ml  SNL‐medium  and  centrifuged  for  4min  at  210g.  The  pellet  was  resuspended  in  2ml  iPS‐
medium and  transferred  to 35mm dishes  in order  to  let  the SNL‐feeders adhere. After 20min  the 
solution  containing more or  less only  riPS‐cells was  removed and  transferred  to a 15ml  tube. The 
cells were centrifuged at 210g  for 4min. The pellet was  resuspended  in 50µl  lyses buffer  (100mM 
Tris‐HCl pH 8.00, 5mM EDTA, 100mM MgCl2, 0.4% SDS) containing 1.25µl proteinase K (25µg/µl) and 
transferred to an Eppendorf tube. The tube was incubated 3h at 56°C and afterward 15min at 75°C in 
order  to  inactivate  the  proteinase  K.  After  the  incubation  50µl  P/C/I (Phenol  :Chloroform  : 
Isoamylalcohol) was added to the samples, they were shortly vortexed and centrifuged for 5min at 
16100g. The  aqueous phase  (on  top) was  collected and  the DNA was precipitated with 2.5  Fällen 



























    Oct‐3/4, Sox2  Klf4  c‐Myc 
Initial denaturation    95°C, 3min  95°C, 3min  95°C, 3min 
Three‐step cycle  Denaturation  95°C, 30s  95°C, 30s  95°C, 30s 
  Annealing  62°C, 30s  58.7°C, 30s  60.2°C, 30s 
  Elongation  72°C, 45s  72°C, 45s  72°C, 45s 
  Number of three‐step cycles  40  40  40 

















NaCl,  50mM MgCl2).  Then  the  cells were  incubated  for  1‐2hs  in AP‐solution  containing  0.5μl NBT 
(75mg/ml  in  70% dimethylformamide)  and 3.5μl BCIP  (50mg/ml  in 100% dimethylformamide) per 
1ml AP‐Buffer. After 1h, the AP expression was checked every 10min. Pluripotent cells appear blue, 







The  fixed cells were washed  three  times with PBT. Then  the cells were  incubated overnight at 4°C 
with  the  first  antibodies  diluted  in  PBT  containing  4%  horse  serum.  The  day  after  the  antibody‐















































For  teratoma  formation 5x106  riPS‐cells were  suspended  in 1ml DMEM containing 10% FBS. 200µl 
(1x106 cells) suspension was then injected subcutaneously into each dorsal flank of NOD/SCID mice. 
Three  weeks  after  the  injection,  teratomas  were  dissected  and  fixed  in  4%  PFA.  Sections  were 
prepared and stained with hematoxylin and eosin (HE‐staining).  
11. Blastocyst injections using three factors riPS cells 
Day  1:  The  estrus  of  the  donor  females  (Wistar)  was  assessed  at  day  1.  All  vaginal  impedance 
measurements were made with the Estrus Cycle Monitor EC40 (Fine Science Tools, Foster City, CA.), 















Day 6: At E4.5 blastocysts were  flushed  from  the uterus with M2‐medium and cultured  for 2hs  in 
KSOM‐medium. During the blastocyst cultivation the riPS cells were trypsinised and transferred to a 
100mm dish in order to let the SNL‐feeders adhere. The riPS cells were then transferred into drops of 
HEPES‐buffered  iPS‐medium  (Injection‐medium). After cultivation  in KSOM‐medium  the blastocysts 
were  transferred  into  drops  of  M16‐medium.  About  10‐15  riPS  cells  were  injected  into  each 
blastocyst.  After  a  recovery  period  of  about  2hs,  injected  blastocysts  were  transferred  into  the 
uterine horns of the pseudo pregnant Wistar foster mothers. 
 





















































The  retroviruses  containing  the  four  reprogramming  factors were produced by  transfecting Plat‐E 
cells with the appropriate vector. PlatE cells contain all the elements necessary for viral production 
and packaging and  they  start viral production when  transfected with  the vectors. The  retroviruses 







































Analyses  riPS‐4  riPS‐3  riPS‐4  riPS‐3 
Karyotype  X  X  ‐  X 
PCR  X  X  X  X 
AP staining  *            X  X  X  X 
IHC  *            X  X  X  X 
EB formation  X  X  ‐  ‐ 
Differentiation in vitro  X  X  ‐  ‐ 
Teratoma formation  X  X  ‐  ‐ 
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Oct‐3/4  and  anti‐SSEA‐1  antibodies  and  secondary  antibodies  coupled with  a dye  it  is possible  to 
check whether the cells express these markers. 
























































































































































































































































































the  expression  of  key markers  of  pluripotency,  in  vitro  differentiation  to  derivates  from  all  three 









Even  though protocols  for  the generation of  iPS  cells  from mouse and human  fibroblasts were al‐
ready published, no protocol was yet developed  for  the  reprogramming of  rat cells. We  therefore 
decided to reprogram the REFs either with all four factors, Oct‐3/4, Sox2, Klf4 and c‐Myc or with the 
three following factors: Oct‐3/4, Sox2 and Klf4. The reason for this was the possibility to reprogram 
human and mouse  fibroblast  in absence of c‐Myc, and  thereby eliminating  the danger of  inducing 
tumors  in  the  chimeric  animals  generated with  the  iPS  cells.  The different  retroviruses were pro‐



















bitors, e.g. VPA  (see  Introduction), and DNA methyltransferase  inhibitors was able  to  improve  the 









to  increase  the  reprogramming efficiency and  to produce  riPS  cells  for  research projects with  less 
compunction regarding to tumor formation. 
Cultivation of riPS cells 



















electroporated, a  routine procedure  for  the generation of KO animals with ES  cells. We  therefore 
decided  to electroporate  the riPS‐3 and riPS‐4 cells with a vector encoding EGFP. Furthermore  this 
genetic labelling would help to visualize the cells after blastocyst injection. 
During cultivation the riPS cells were examined at different time points, especially for the presence of 



















PCR  in  the  riPS‐3 cells, which gave negative  results. Therefore, no contamination with  retroviruses 
containing the c‐Myc transgene or riPS‐4 factors had occurred. 
In  further PCRs, native REFs  could be used as a negative  control, as  the pMX‐S1811 primer which 
binds on the promoter pMX‐S1811 of the pMXs‐GW vector allows only the specific amplification of 
the viral vectors but not of the endogenous rat Oct‐3/4, Sox2, Klf4 and c‐Myc. 



















The Oct‐3/4  staining  in  these  single cells was either due  to  the persistent expression of  the  trans‐
duced Oct‐3/4  vector  or  to  the  fact  that  these  cells  still  expressed  the  endogenous  pluripotency 
marker Oct‐3/4. The question  is arising  if  these cells are still partially pluripotent cells and are still 
able to rebuild SSEA‐1/Oct‐3/4 positive colonies. FACS (fluorescence‐activated cell sorting) provides a 
method  for  sorting  cells  based  upon  their  specific  fluorescent  characteristics.  It  could  be  used  to 
separate the red stained single cells (Oct‐3/4 positive) from the red/green stained (Oct‐3/4 and SSEA‐
1 positive) riPS‐cells. The red stained single cells could then be analysed in respect to their behaviour 




















To  test  pluripotency  in  vivo,  riPS  cells were  injected  subcutaneously  into  NOD/SCID mice.  Three 
weeks after  injection we observed tumor formation for both riPS‐4 and riPS‐3 cells. Histological ex‐




We  also  injected  riPS‐3  cells  expressing  EGFP  into  blastocysts  from Wistar  RCC  x  Brown Norway. 
Three rounds of injections were performed. We transferred the embryos into six foster mothers and 
obtained one litter with eight newborns. However the newborns showed hardly any EGFP expression 































The reprogramming efficiency rate amounted  to 1.26% which  is higher  than  the efficiency rate de‐
tected for riPS‐4 and riPS‐3 cells perhaps due to the hybrid background of these cells. 
The generated KO  riPS‐3 cells grew  in multilayered  round colonies and exhibited clear boundaries. 
Both are typical characteristics of ES cell morphology.  
Further investigation will show if the KO riPS‐3 cell can be expanded. Furthermore several characteri‐






Furthermore  the  possibility  to  generate  pluripotent  stem  cells  following  reprogramming  of  adult 
somatic cells represents a potential method  to bypass  the ethical debate surrounding ES cells. The 
destruction of an embryo or the nuclear transfer from somatic cell into an oocyte to collect ES cells 
would not be necessary  anymore. Adult  somatic  cells would be  sufficient  to  establish pluripotent 
stem cells.  It would be possible to use a patient’s own fibroblasts, to reprogram them  into pluripo‐
tent cells, which could be used for therapeutical purposes.  
However  there are  still  several obstacles  to overcome before  (rat)  iPS  cells can be used  routinely. 



































































































































































































































































































Wakayama, T., Perry, A.C., Zuccotti, M.,  Johnson, K.R., and Yanagimachi, R.  (1998). Full‐term development of mice  from 
enucleated oocytes injected with cumulus cell nuclei. Nature 394, 369‐374. 
 






































Elisa,  thank you  for supervising me, showing me all  the skills necessary  for my project, and always 
having time to answer my questions. It was a pleasure to spend time with you! 
 















Der  grösste Dank  gebührt meiner  Familie: Meinen  Eltern,  für  die Unterstützung während meiner 
gesamten bisherigen Studienzeit. Meinen Schwestern, für den mentalen Beistand  ‐ und Seraina zu‐
sätzlich für das Korrekturlesen meiner Arbeit.  
















2004  Mittelschulabschluss  mit  Schwerpunktfach  Physik  und  angewandte  Ma‐
thematik 
 
Seit 2004  Studium der Veterinärmedizin an der Universität Zürich 
Herbst 2009  voraussichtlicher Abschluss des Studiums der Veterinärmedizin an der Uni‐
versität Zürich 
 
 
28.04.2009 
 
